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はじめに
　肥満治療薬オルリスタットのように，消化管内にお
ける脂肪の消化吸収を阻害させることによって，体内
への取り込みを抑制させ，肥満を改善できることが知
られている1）．食品等にも膵臓リパーゼ活性を阻害す
る作用が認められているのもがあり，ショウガ2, 3, 4），野
菜・果実5, 6），茶7, 8, 9），茶のサポニン10）やウーロン茶中のポ
リフェノール11）などが報告されている．奥田9, 10）は食物
繊維のひとつであるキトサンや鮭の頭部から調製した
コンドロイチン硫酸にリパーゼ阻害効果があることを
示した．その他の食物繊維では，小麦フスマ12），柑橘類
のじょうのう膜から抽出したペクチン13）やブラックベ
リーのペクチン画分6）にもリパーゼ阻害活性が示され
ている．これまでに著者らは食物繊維のリパーゼ活性
に及ぼす影響を調べ，キトサンはリパーゼ活性の阻害
効果を有し，そのリパーゼ活性阻害効果は，酵素への
直接的阻害ではなく基質に対することを示唆した14）．
　本研究では，キトサン等の食物繊維のリパーゼ活性
の阻害がどのような作用によって生じるかを明らかに
するため，いくつかの食物繊維の水溶液による，乳化
脂肪の破壊状況と胆汁酸の吸着を調べ，膵臓リパーゼ
活性の阻害との関連性を検討した．
材料および方法
実験Ⅰ　食物繊維添加によるリパーゼ活性の阻害
1. 試薬等
①　基質：1% オリーブ油乳化液を基質とした．オ
リーブ油乳化液は次のように調製した．先ず，1% 
胆汁溶液（胆汁粉末を 1/15M リン酸緩衝液（pH 
7.7）に溶解した）を作り，この胆汁溶液を撹拌し
ながらオリーブ油に徐々に加えて 10% 乳濁液を作
成した．これを 1/15M リン酸緩衝液（pH 7.7）で希
釈して 1% オリーブ油乳化液を調製した．
②　酵素
　ブタ膵臓リパーゼ（Lipase from porcine pancreas, 
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要　約
　食物繊維が膵臓リパーゼ活性に及ぼす影響を明らかにするため，胆汁酸で乳化したオリーブ油を基質とする酵素
反応にキトサン，アルギン酸ナトリウム，コンドロイチン硫酸，ペクチンを添加してリパーゼ活性阻害を調べた．
また，食物繊維の添加が基質の乳化状態に及ぼす影響を明らかにするため，胆汁酸で乳化した脂肪乳濁液（乳化脂
肪）にキトサン，アルギン酸ナトリウム，コンドロイチン硫酸，ペクチン添加して，①油層状態の変化，②乳化状
態の変化（解乳化），③これらの食物繊維と胆汁酸の吸着率を比較した．その結果，次のことが明らかになった．
1. キトサンはリパーゼ活性を阻害した．アルギン酸ナトリウム，コンドロイチン硫酸，ペクチンは，リパーゼ活性
を阻害しなかった．
2. キトサン，アルギン酸ナトリウム，コンドロイチン硫酸，ペクチンを乳化脂肪に加えると，全ての条件において
短時間で水層と油状層に分離した．しかし食物繊維添加 24時間後の油層の状態はキトサンと他の食物繊維では
異なっていた．また，乳化状態もキトサンを添加した場合には大きな粒子が観察された．
3. キトサンの胆汁酸吸着率は 60% で他の食物繊維は 1～2% であった．
　以上のことから，キトサンによるリパーゼ活性の阻害はキトサンが胆汁酸を吸着し基質の乳化状態が変化させた
ことにより生じたことが示唆された．
キーワード：リパーゼ活性阻害　胆汁酸　乳化　キトサン　解乳化
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過後のものを顕微鏡（100倍）で観察した．
実験Ⅲ　食物繊維による胆汁酸吸着率の測定
1. 試薬
①　食物繊維溶液
実験Ⅱ　食物繊維による乳化脂肪の破壊に用いた溶液
と同じ物を使用した．
②　胆汁溶液　胆汁粉末（和光純薬工業）を pH 7.7リ
ン酸緩衝液で溶解）し 1% 溶液を調製した．
③　総胆汁酸測定キット（総胆汁酸 -テストワコー）
酵素剤
・3-α-ヒドロキシステロイド脱水素酵素（3-α-HSD）
（微生物由来）
・β-ニコチンアミドアデニンジヌクレオチド，酸化型
（β-NAD＋）（酵母由来）
・ジアホラーゼ（微生物由来）
・ニトロテトラゾリウムブルー（NO2-TB）
　反応停止液 0.1N 塩酸を調製して用いた．
2. 胆汁酸の測定
　胆汁酸は，胆汁酸キット「総胆汁酸 -テストワ
コー」の酵素比色法を一部改良して行った．
　各食物繊維溶液 5mL と 0.25% 胆汁溶液 5mL をミ
キサーで 1分間撹拌して，37℃ 5分間置いた後，東洋
濾紙 No.5B でろ過した．ろ液 0.6mL に総胆汁酸テス
トワコー酵素剤 0.5mL を加えて 37℃ 10分間インキュ
ベートした後，反応停止液 2mL を加えて撹拌した後，
560 nm で比色して胆汁酸濃度（グリココール酸相当
量 μmol/L）を算出した（A）．また，食物繊維溶液の
代わりに水 5mL を使用して測定した胆汁酸を（B）
とした．
3. 吸着率の計算
　各食物繊維の胆汁酸吸着率Yを次式によって求めた．
　Y ＝ 1 － A ／ B（%）
統計処理
　t-検定を用いた．各群の例数いずれも 3で，有意水
準 0.1% で，各群の平均値の差を検定した．
結　果
実験Ⅰ　食物繊維添加によるリパーゼ活性の阻害
　胆汁で乳化させたオリーブ油の基質を使った酵素反
応に各食物繊維溶液を添加してリパーゼ活性阻害率を
調べた結果，各食物繊維のリパーゼ活性阻害率は，本
条件下では，キトサンが最も高く 75.4 ± 4.4 %，次い
でペクチン14.0 ± 2.6 %，アルギン酸ナトリウムとコ
ンドロイチン硫酸については 2 % 以下であった（図
1）．
Type Ⅱ , sigma）を 1/15M リン酸緩衝液（pH 7.7）で
溶解し 1.0 mg/mL 各濃度の酵素液を調製した．
2. 酵素活性の測定
　リパーゼ活性測定は前報の方法15）で行った．
①　リパーゼ活性の測定
　基質 500μL，水 500μL および酵素 500μL の混合物
を37℃で 60分間インキュベートした後，エタノール 
2.0mL 加えて撹拌し，反応停止と同時にリパーゼの作
用によって遊離した脂肪酸の抽出を行った．このエ
タノール抽出液 50μL を採りこれに NEFA C-テストワ
コー発色剤 A 1.0mL および発色剤 B 2.0mL を加えて 
37℃ 10分間インキュベートした．冷却後，30分以内
に 550nm における吸光度を測定しオレイン酸相当量
（μmol/L）として計算した．また，上記操作において
酵素の代わりに酵素を含まない 1/15M リン酸緩衝液 
500μL を用いて同様に操作した場合を盲検とし，両者
の差 からリパーゼによる脂肪酸生成量 Cを算出した．
②　膵臓リパーゼ活性の阻害
　上記 ①リパーゼ活性測定の水 500μL の代わりに各 
0.4% 食物繊維溶液 500μL を用いて，①と同様に操作
し，食物繊維添加した場合の脂肪酸生成量を X とし
た．なお，リパーゼ活性の阻害率は次式で求めた．
　阻害率＝（ 1 － X ／ C）× 100（%）
実験Ⅱ　食物繊維による乳化脂肪の破壊 （解乳化）
1. 試料
①　食物繊維　供試した食物繊維（いずれも和光純薬
工業）の溶液濃度は 0.4% とした．低粘度アルギン
酸ナトリウム（以下アルギン酸ナトリウム），コン
ドロイチン硫酸 C ナトリウム（以下コンドロイチ
ン硫酸），リンゴ由来ペクチン（以下ペクチン）に
ついては水溶液とし，キトサン300（以下キトサン）
は純水に不溶なためは 0.5% 酢酸溶液とした．
②　乳化脂肪　胆汁粉末（和光純薬工業）を最終濃度
が 0.25% となるように pH 7.7　1/15M リン酸緩衝液
で胆汁溶液を調製し，これをオリーブ油 5g にマグ
ネティックスターラーで撹拌しながら徐々に混和し
た．
2. 乳化脂肪の観察
①　各食物繊維水溶液 4.0mL と先の乳化脂肪 4.0mL 
をメモリ付きスピッツ管に加え，ミキサーで 30秒
間撹拌し，4, 8, 16分後および 24時間後の乳化状態
を観察した．また，食物繊維の代わりに水 4.0mL 
を加えたものを対照とした．
②　撹拌直後の乳化脂肪と 24時間後の乳化脂肪 0.4% 
キトサン溶液を加えた直後の乳化脂肪と 24時間経
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ずれも，乳化状態に変化はなかったが，混合後4分ま
でにペクチン（試験管番号3），キトサン（同4），コン
ドロイチン硫酸（同2），アルギン酸（同1）の順で分
離が観られ，8 分後には食物繊維溶液添加群と水を加
実験Ⅱ　食物繊維による乳化脂肪の破壊 （解乳化）
　食物繊維溶液と乳化脂肪を混合して，その分離の状
況を観察した結果を図2に示した．混合直後では，水
を加えた対照（試験管無印）と食物繊維溶液添加群い
図1. 各種食物繊維のリパーゼ活性阻害率
***　キトサンはアルギン酸ナトリウム、コンドロイチン硫酸、ペクチンに対して有意水準
0.1％で差が認められた。各群の試験数（n ＝3）．
A. 混合直後
C. 混合8分後
B. 混合4分後
D. 混合24時間後
図2　種々の食物繊維溶液を添加後の乳化脂肪の状態
写真中の試験管の無印：対照、乳化脂肪に水を加えて混合した。試験管1：アルギン酸ナトリウム、
試験管2：コンドロイチン硫酸、試験管3：ペクチン、試験管4：キトサンを乳化脂肪にそれぞれ加え
て混合した。写真 A は混合直後、B は混合4分後、C は混合8分後、D は混合24時間後の状態．
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であった．
実験Ⅲ　食物繊維による胆汁酸吸着率の測定
　食物繊維の胆汁酸吸着率を図4に示した．キトサン
の胆汁酸吸着率は 極めて高く，ペクチン，コンドロ
イチン硫酸およびアルギン酸ナトリウムは胆汁酸をほ
とんど吸着しなかった．
考　察
　肥満を予防は食欲をコントロールしてその摂取量を
抑制することが一般的である．しかし，食欲を抑制し
て，摂取エネルギーを制限することは現実的には，対
象者の心理的負担が大きく実行もやや困難である．一
方，消化吸収段階での脂肪等の消化吸収を抑制するこ
とで，エネルギー摂取を制限することで肥満を治療・
えた対照とに明らかな差が示された（図2）．さらに 24 
時間後まで観察するとキトサンとキトサン以外のもの
では差が観られ，キトサンの上層だけは不明瞭な油状
成分が観られたのに対し，それ以外のものでは上層部
分にややはっきりとした油層が観られた（図 2 D）．
　図3には水または各食物繊維溶液と乳化脂肪を混合
した直後と 24 時間後の状態の顕微鏡写真を示した．
混合直後では，対照と各食物繊維溶液添加群いずれも
形態的な大きな差は観られず，視野全体に細かな粒子
が分散している様子が観察された．
　24 時間後では全ての群において細かな粒子が減少
し，油相中に小から中程度の水粒子が分散する様子が
観られた．また，キトサンについては，他の群ではな
かった比較的大きな粒子が混在していたことが特徴的
混合直後 混合直後24時間後 24時間後
A. 水添加（対照） B. アルギン酸ナトリウム添加
混合直後 混合直後24時間後 24時間後
C. コンドロイチン硫酸添加 D. ペクチン添加
混合直後 24時間後
E. キトサン添加
図3　オリーブ油の乳化脂肪に水または食物繊維添加直後と24時間後の脂肪分散状態
各食物繊維溶液を胆汁で乳化させたオリーブ油乳濁液（乳化脂肪）に　A: 水、B: アルギン酸ナトリウム
水溶液、C: コンドロイチン硫酸水溶液、D: ペクチン水溶液、E: キトサン溶液をそれぞれ加えて混合した
直後 および 24時間後の顕微鏡写真（100倍）．
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た．その結果，キトサンには他の食物繊維より強い胆
汁酸の吸着が示された（図4）．膵臓リパーゼは乳化脂
肪には作用するが，乳化されていない油滴には作用し
ない16）．高コレステロール血症の治療薬であるコレス
チラミンは陰イオン交換樹脂の一つで腸管内において
胆汁酸と結合し排泄させる作用を持つ薬剤である17）．
キトサンはわずかに陰イオン交換体として機能してい
ることが知られている18）．それ故，キトサンはコレス
チラミンと同様に胆汁酸を吸着除去することによって
基質の乳化状態に変化をもたらし，その結果リパーゼ
活性を阻害したものと推察される．
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予防することが提唱され，実際
に臨床の現場ではオルリスタト
などのリパーゼ阻害剤が肥満治
療に用いられている1）．
　著者らは，キトサン等の食物
繊維に膵臓リパーゼ活性の阻害
効果を有することを報告14）した
が，本研究では，キトサンによ
るリパーゼ活性の阻害がどのよ
うな作用機序にて生じるのかを
明らかにすることを試みた．本
研究におけるリパーゼ活性の測
定は前報14）とは異なる簡便法15）
（リパーゼの作用により生じた
遊離脂肪酸を酵素法により測
定）により行ったが，前報14）の
中和滴定法と同様にキトサンについては高いリパーゼ
阻害活性が認められた（図1）．奥田9）は，キトサンに
ついてレシチンと胆汁酸で乳化したトリオレインを基
質としたリパーゼ活性の阻害を報告し，キトサンによ
る阻害にはレシチンが関与していることを示唆してい
る．著者らは前報14）において，キトサンのリパーゼ活
性の阻害は，①キトサンが遊離脂肪酸を吸着しないこ
と，②人工基質を用いたリパーゼ測定法では阻害が見
られないこと，③実際の油脂で調製した基質では阻害
が示されてことなどから，キトサンが酵素への直接的
作用ではなく，基質に作用している可能性を示唆し
た．しかしながら，キトサンが基質に対してどのよう
に作用したものなのかは不明であった．そこで，食物
繊維添加による基質の乳化状態の変化を観察し，リ
パーゼ活性阻害との関連を検討した．食物繊維と乳化
脂肪を混合して観察したところ，混合後 4分ですでに
キトサンをはじめ，他の食物繊維にも油成分と水溶成
分の分離が観られた（図2）．分離後の油層の形態はキ
トサンの添加では他の食物繊維添加の乳化状態の変化
とは明らかに異なっていた．特に 24時間後ではキト
サンのみが他の食物繊維とは異なる油層形態を示して
いた（図2）．顕微鏡観察の 24時間後では，キトサン
は他の群では観られなかった比較的大きな粒子があっ
た（図3）．それ故，キトサンは他の食物繊維とは異な
る解乳化を誘導するものと考えられる．
　本研究で用いた基質はオリーブ油を胆汁のみで乳化
させたものであり，キトサンによる乳化の破壊（解乳
化）は胆汁中に含まれる胆汁酸が関与したものと考え
られた．次に，食物繊維と胆汁酸の吸着の関係を調べ
図4　各食物繊維における胆汁酸の吸着率
***　キトサンはアルギン酸ナトリウム、コンドロイチン硫酸、ペクチンに対して有
意水準 0.1 ％で差が認められた。各群の試験数（n ＝3）．
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The Effect of Chitosan on the Inhibition of Pancreatic Lipase Activity
Akihiro Sakae, Etsuko Sekizaki
Abstract
　To investigate the effects of dietary fiber on the pancreatic lipase activity, chitosan, sodium alginate, chondroitin sulfate and 
pectin were added to the enzyme reaction using olive oil as substrate, and the inhibitory activity was examined.
　Furthermore, to investigate the effects of dietary fiber addition on the emulsified state of the substrate, chitosan, sodium algi-
nate, chondroitin sulfate and pectin were added to the substrate emulsified by bile acid.　We have observed the following three 
points: ① changes in the oil layer state, ② change of emulsified state (demulsification) , and ③ adsorption rate of bile acid in 
the case of addition of these dietary fiber.
　As a result, the following results were drawn: 
　1. Lipase activity was inhibited by the addition of chitosan.　The addition of sodium alginate, chondroitin sulfate and pectin 
did not inhibit lipase activity.
　2. The addition of dietary fiber to the substrate caused a separation into an aqueous layer and an oily layer in a short time in 
all conditions.　However, the substrate state 24 hours later after the fiber addition differed in chitosan and other dietary 
fibers.　In addition, in the case of the emulsion state after adding the chitosan, large particles were observed.
　3. The bile acid adsorption rate was 60% for bile acids and it was 1‒2% for the other dietary fibers.
　Our results suggest that the inhibition of lipase activity by chitosan is due to the changes in the emulsified state of substrate 
by the adsorption of bile acids.
Keywords: lipase activity inhibition, bile acid, emulsion, chitosan, demulsification
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